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インターロイキン 6 受容体(IL- 6 R) 系は IL- 6 結合能を持つが信号伝達能の無い IL- 6 R と， IL-6 結合能
は持たないが IL- 6 ・ IL- 6R 複合体と会合して信号を伝達する gp130 の 2 つの分子から構成される。本研究は IL-
6 信号伝達蛋白， gp130 の細胞内領域にサイトカイン受容体ファミリーで保存されている領域を見いだし，それに基
づき IL- 6 の信号伝達に重要なアミノ酸配列を解析した。
(方法)
1 )変異型 gp130 の作製および発現: gp130 の細胞内領域に部位特異的変異導入法などにより，終止コドンや別のア
ミノ酸への置換を導入した cDNA を作製した。次いで，レトロウイルス発現ベクター (pZipNeo8VX) に組み込み，
マウス IL- 3 依存性プロ B 細胞株 BAFB03 に電気導入法にて形質導入した。
2) 変異型 gp130 分子の発現確認と IL- 6 ・可溶性 IL- 6 R (IL-6 ・ sIL- 6 R)複合体との会合能の解析:変異型
gp130 導入細胞をそれぞれ35 8 -メチオニンにより生体内標識し， IL-6 および sIL- 6 R 刺激後に可溶化して抗 I
L-6 抗体， MT18 にて免疫沈降後， 8D8PAGE で解析した。
3) 変異型 gp130 分子のIL- 6 信号伝達能の解析:変異型 gp130 導入 BAFB03 細胞をそれぞれ sIL- 6 R 存在下，各
種濃度の IL- 6 と共に培養してIL- 6 依存性の DNA 合成能を3H- チミジンの取り込みを指標に解析した。
4) gp130 分子のチロシンリン酸化の解析:野生型および変異型 gp130 導入 BAFB03 細胞をそれぞれ IL- 6 および
sIL-6 R 刺激有無の後，可溶化し，抗 gp130 抗体にて免疫沈降した。 8D8PAGE に次ぐ抗リン酸化チロシン抗体
を用いたウエスタンプロット解析を行った。
(成積)
1 )ヒト gp130 の細胞内アミノ酸配列を他のサイトカイン受容体ファミリーに属する分子 (GC8FR ， IL-2Rβ ， 
EPOR , KH97 , IL-3R , IL-7R , IL-4R) と比較したところ，これらの分子には細胞膜直下，細胞内第 10-60 番アミ
ノ酸にかけて相同領域が存在した。特に細胞内第 10-17 番アミノ酸(IWPNVPDP) の box 1 はファミリー全体で
高度に保存され，細胞内第 53-60 番アミノ酸 (EIEANDKK) の box 2 は gp130 ， GC8FR , IL-2 Rβ ， EPOR , KH 
97，および IL- 3R で保存されていた。 box 1 および box 1 の機能を検討するために box 1 および box 2 を残して
C 末端をすべて削除した gp130 cDNA , box 1 を有するが box 2 の半分以降を削除した gp130 cDNA，細胞内領域
戸。
をすべて持つが box 1 にアミノ酸の置換を有する変異型 gp130 cDNA などを作製した。
2) 変異型 gp130 分子はすべて野生型 gp130 分子と同程度に発現し，正常に IL- 6 ・ IL- 6 R 複合体と会合した。
また，以下の実験には発現量のほぼ等しい細胞株をそれぞれ用いた。
3) 変異型 gp130 分子のうち box 1 および box 2 を共に完全に含むものは IL- 6 依存性の増殖信号を伝達したが，
box 2 以降の C 末端を欠くものや box 1 にアミノ酸の置換を導入したものでは IL- 6 依存性の増殖信号を伝達でき
なかった。この結果から サイトカイン受容体ファミリーで保存された細胞膜直下に存在する box 1 および box 2 
が gp130 を介する IL- 6 依存性の増殖信号伝達に重要であることが示された。
4) IL-6 および sIL- 6 R 刺激を加えた場合に野生型 gp130 分子はチロシン残基がリン酸化されたのに対し， IL-
6 信号伝達能の失われた gp130 PP 分子はチロシン残基のリン酸化は認められなかった。この結果から， IL-6 刺
激依存性に gp130 のチロシン残基をリン酸化するチロシンキナーゼの存在が示された。
(総括)
IL-6 信号伝達蛋白， gp130 にはサイトカイン受容体ファミリーに属する分子と高い相向性を有する領域が細胞膜
直下に存在した。変異型 gp130 分子を用いた実験からこの相同領域が gp130 を介する IL- 6 依存性増殖信号の伝達
に重要であることが示された。また， IL-6 刺激依存性に gp130 をリン酸化するチロシンキナーゼの存在が示された。
論文審査の結果の要旨
この研究は IL- 6 進行伝達蛋白 gp130 の細胞質領域にサイトカイン受容体ファミリー全体を通じ，高い相向性を
持つ61アミノ酸を有する領域を見いだし，この領域の中でも特に高い相同性を有する box 1 (IWPNVPDP) および
box 2 (EIEANDKK) が IL- 6 依存性の増殖信号伝達に必須であることを証明した。加えて， IL-6 刺激依存性に
gp130 自身をリン酸化するチロシンキナーゼの存在を証明した。
この論文は IL- 6 信号伝達に必須な gp130 の細胞内領域を同定し， IL-6 信号伝達系へのチロシンキナーゼの関
与を示したことにより， gp130 以降の IL- 6 の信号伝達機構を解明することに大きく寄与するものであり，学位論文
に値する。
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